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論 文 内 容 要 旨
チ トクロムCに 関す る従来の多 くの研究は物理化学,生 物化学方面に集約されており,その
生理的意義についても主として細胞内 ミトコン ドリアにおける電子伝達系の一酵素としての機能
について論 じられてきた。しかし近年種の異なる30種 以上のチ トクロムCの化学構造が決定 さ
れ,哺 乳動物心筋,酵 母菌などよ り大量の抽出,精 製が実用化され,ほ とんど純粋なチ トクロム
Cを得ることが可能となり医薬品としても使用されるに到った。このよ うな現況から,チ トクロ
ムCを あ らたあて別の観点から検討する必要 に迫 られてきた。なぜなら既に臨床的に使用されて
いるとはいえ,外 部より与えられたチ トクロムCの生体 内における作用は本来のチ トクロムCの
有する性質と同一であると判断す為根拠に乏しく,新たな生理活性の存在する可能性が考えられ
るからである。
本研究はチ トクロムCを ヘムを有する塩基性ポリペプチ ドとして,そ の活性を免疫化学的,生
理化学的二面より追求することを方針とした。 これはチ トクロムCの 生理化学的活性を明らかに
することにより臨床的応用への可能性を再検討すること,および従来高分子物質を生体に投与す
る場合問題となる抗原性を免疫化学的に検討 し,副作用の少い医薬品開発への道を探る目的か ら
で ある。
第一 の免 疫化学 的研究 の面では,二 種の異 なる酵母菌,す なわちSaccharomycesoviformis
M2お よびCandidakruseiの培養菌体 よ り抽 出,精 製 して 得 た チ トク ロ ムC(以 下M2-Oyt
c,CA-Cytc)とア ミノ酸配 列において上記 のもの と異 なる残基 の多い哺乳動物,ウ マの心筋
チ トクロムG(H.良一Cytc)を用いて,相 互 間の免疫 化学 的交叉反応 性を検討 した。 この結果,酵
母チ トクロムCとH.H-Cytc間 では交叉性がな く,両 酵母相互 の間では交叉性を有する ことが明
らか とな うた。 さ らに,ア ミノ酸配列を若干異 にす るM2-CytcとCA-Cytcの 微量の免疫反
応性 の差異を検 討す る 目的で,PCA阻 止反 応の応用を考 案 し,M2-Cytcの 構成タ ンパ ク質 に
CA-Cytcと 共通 す る以外 の特異 的抗原部位 に対 応す るポ リペプチ ド鎖が存在す ることが示 唆
された。 これを直接証 明す る目的か ら,M2-Cytcの ポ リペ プチ ド鎖を トリプ シンおよび ペプ
シ ンの酵 素分解,プ ロム シァ ンによる化学的 分解 などによ り比較 的長 いア ミノ酸配列を有 す る7
種のペ プチ ド群を単離 し,抗M2-Cytc抗 体 との結合性 を検討 した。 補体 結合 反晦 においては
トリプシ ンで切断 したペ プチ ド混合体 がかな り低い量で抗M2-Cytc抗 体 と結合 して補 体 を と
ることがわか り,単 離 ペプチ ドではP-4とP-7に 補体結合 性が認 あ られ た。またチ トクロムG
とチ トクロムオ キシダ ーゼ との電 子伝達反応1こお ける抗M2-Cytc抗 体の阻止反応を 確認 した
上で,上 記ペ プチ ド群の前処置 によ り抗体の作用の減弱 がみ られ るか否 かについて検討 したと こ
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ろP-3が もっとも活性が高いこ と,P-4,P-5,P-6に も若干の活性 がみ られ ることが
明 らか とされ たが,一 貫 性はあま りな く補体結合反応 の試験結果 とは一致 しない点 も多 か った。
す で に発表 されてい る哺乳動物 チ トク ロムC相 互間 の免疫 化学的交叉性 の結果を考慮 し,今 回の
実験 よ り得 た結 果を綜合 して考察す る と,チ トクロムCの 抗 原決定基 に相 当す る部位 は一 次構造
上 で確実 に限定 され得 るものではな く,ヘ ムに隣…接す るア ミノ酸配列順位51-60番 目の残 基
を中心 とす る三次元構造 に由来す る可 能性 が強 いことが 示唆され た。
第二 の生理化学的 面で は,チ トクロムCの 臨床的応用の成績が報告 されてはい るが,外 部 よ り
投与 され たチ トクロムCは 高分子物質 の生体膜透過性の可否,チ トクロムCの 投与 よ り排泄 に到
る経 路と治療効果発現 の時期の関連性 を考え ると本来のチ トクロムCの 性質 と病態組織 に対す る
有効性 が一致す ることには疑点が多い。そ こで生理活性 は投与後生 体内で酵素分解 等で生成 され
る二 次生成 物の可能性 も考え られ る。チ トクロムCの 構造を みるとヘモグ ロビ ンな どの他 のヘ ム
タ ンパ ク質 と異 な りタ ンパ ク鎖 にヘム がシスチ ンに基 く2個 のチオエ ーテル結合に より化学的 に
結合 している。ヘ ムの鉄原子の有す る6個 の配位座 の うち4配 位座 はヘ ムの ピロール核の窒素 に
ょ り占あ られ,残 りの2個 はヘ ムタ ンパ ク鎖の結 合にあ ずか るシスチ ン残 基のす ぐC端 側 にある
ヒスチ ジン残基 のイ ミダ ゾール窒素原子 とN端 よ り80番:目 にあ るメチオニ ン残基の硫黄原子 に
よ り占め られている。 チ トクロムCを 変性 させ た りタ ンパ ク分解酵素で分解 した りす ると,メ チ
オニ ンに由来す る配位 ははずれ,そ れ と同時に本来 の電子 伝達作用が失 われ,ペ ルオキ シダ ーゼ
作用 と酸化作用を示す ことに なる。 そ して これ らの作 用は配位に関す る ヒスチ ジン残 塞が残 って
い る限 り,分 解の際,ヘ ムに結合 して残 ってい るペプチ ドの結合の長 さにはあ まり影響 され ない。
それ ゆえ実験 にはモデル と してCA-Cytcを ペプシ ンおよび トリプ シ ンで分解 した後精 製 した
ヘ ムオ クタペ プチ ド(CH:P)を使用 し,'チトク ロムC,ヘ ミンを対 照 として検討を加え た。
これ ら薬剤の効 果を測定 するに当 って,ま ず実験病態 の設定 について考案 した。す でに報告 さ
れてい るチ トクロムCの 適用疾患が,脳 血管 障害後遺症,.一酸化炭 素中毒後 遺症 などいず れも酸
素不 足状 態(Hypoxia)を起因 としてい ることか ら,再 現性の確実なHypoxicな病態 の作成条件
を検討 した。 従来研究 されてい る形 態の中か らHemichypoxiaは直接動物 が生活 している外 的
環境の酸素容量,分 圧は正常であるに もか 》わ らず,そ の運 搬を担 うヘモ グロ ビン量を極 度に減
少す る ことによ り生体の各 組織 にHypoxicな状態 を起す たあ,一 時的 な急激 な酸素欠乏 による
シ ョック的な 厚因に基 く死 亡が比較 的少 く,病 態動物を長 期間 に亘 り観察す ることが可能 であ り,
この期間中 に薬剤の影響を経時 的に測定す るには適 している。今回 はウサギを用い て毎 日連続 的
に渥 血量を増加 してい く方法 によ り,汚 血性貧血症 による高脂血症 をモデル病態 と した。 これ ら
病態動物におけ る血清脂質の上昇度 は,動 物の環境条件,特 に生育 時の食餌 に影響 され ることが
大 きいことを同腹 動物を2種 の異1まった食餌条件 で飼 育し,同 一条件の負荷を与え ることによ り
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結果を比較し確認 した。そしてこれら条件か ら適当する飼育管理条件を選択した実験系において,
CHP等の効果を観察 したところCHPの1窺9/kg/日連続投与群は対照群に比較し,血清脂質
の上昇を抑制す ることを確認 した。チ トクロムCに も同様の効果は認あられたが,ヘ ミンには認
め られなかった。次に直接的なHypoxiaによる病態としてラットの減圧負荷を行なった。 この
場合は時間的に短期間であることから,観察方法としては生体組織の破壊に伴う,組織での各種
酵素活性の減少,こ れと反相関する血清酵素活性値の上昇を生化学的手技により,又経時負荷後
の動物を屠殺 しその臓器を組織学的および組織化学的に顕微鏡,肉 眼観察することにより比較し
た。 この結果CHP投与群(1mS/kg)では対照群に比較して血清 トランスア ミナーゼGOT,
GPTの上昇に対しや 、拘制的に作用し,酸 フォスファターゼなど他の酵素 活性値の結果も同様
であった。又臓器組織 レベルでの酵素活性値 も血清での値と逆で投与群の効果がうかがわれた。
同時に行なわれた組織学的検査では肝臓におけるH.E染色標本でGHP投与群は肝小葉中心部の
欝血が微弱で,ま た肝細胞の空胞変性,萎 縮および類洞の拡張等の症候に対しても対照群と比較
して軽微であった。又,SDH染色ではCHP投与群ではSDH活{生がよ く保たれ,かつ心筋繊維
内における酵素穎粒が密に配列されていた。以 上の全身的なHypoxiaの病態に対して,d1一イ
ソプロテ レノール塩酸塩を薬用量をはるかにこす大量をラットに投与することにより,左心室内
壁を中心に相対的酸素欠乏状態をつ くり,アンギナ様病変を作成し上記の薬剤の影響を観察した。
先の実験で得た経験より,心筋組織における病変を反映すると考え られる血清GOT値 の上昇と
左心室内壁を中心とする組織学的検査によって薬剤投与群と対照群を比較した。臓器組織ホモジ
ネー トのGOT値では投与群が減少が少く,あ る程度CHPの量に依存することも示唆され,同様
/i
の ことが組織検査に おいて も観察 され,左 心室 内膜下心筋の梗塞様阻血病変の範囲 が狭 少で,か
つ心筋繊維の好酸性均一化を主 体 とす る阻血性変化,繊 維間の浮腫,細 胞浸潤 の程度が軽い こと
が認あ られた。 さらに このモデルを使用 して病態抑制 とヘム含有分子 の量的関係を検討 し,d五一
イ ソプ ロテ レノ ール投与量を一 定 にした比較的軽度の症状 に対 しCHP1-10刎9/kg投 与 で .
血 清GOT値 上昇を抑制す ることを認 あた。 ヘム含量か らCHP2鎚9/kgに 相 当す るチ トクロ
ムC16伽9/kgも同様 の効果を有 したが,ヘ ミン1伽9/kgでは効果 が認 め られ なか った。 しか
しdl一イ ソプ ロテレノールの量を増量 して梗塞 様変化を増強 した場合はCHPの 投与:量を増量 し
ても効果 はな く,病 態設 定と判 定の基準 が微 妙な関係 にあ ることがうか ゴわ れた。
以 上の3型 態 のHypoxia病態におい てヘムペ プチ ドの作用が認め られたので,これ ら化合 物の
臨床 上応 用を考慮 してCHPを モデ ル として動 物投与後 の生 体内運命 と代謝 に関す る検討 を 行 な
った。標 識化CHPの 作成 は3Hガ ス接触 による3H-CHP,35Sを含 む(H2SO4と して)培 地で
Gand三dakrusei菌を培 養 し,35S一チ トクロムCを 抽出,精 製 後,分 解 して得 た35S-GHPの
2種 によった。 ラ ッ トには3H-OHPを 皮下,静 脈 内,経 口投与 し分布,吸 収,排 泄を1hrよ
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り7日 後 まで経時的 に測定 し,3H20と比較 した。又,マ ウスでは35S-CHPを静脈 内投与 し,
1hrより8日 後 まで経時的に全身オ ー トラジオグ ラムによ り放射活性 分布 を測定 した。 この 結
果,CHPは 他 のナ ミノ酸,ペ プチ ド類 と異 な り,投 与俊ほ ゴ全 身に吸収 され比較 的持続 性 で あ
ることが明 らかとなった。 また経日投与 では他 の投与方法 に比 べ各 種臓器へ の放射活性 濃度の 分
布が低 く,腸 管通過性が困難であ るこ とが示唆 された。又,CHPの 吸収,排 泄 はチ トクロムC
の形 態 とは著 しく異な り,脳,心 へ の とり込 み も認 あ られた ことは興味深 い点 であ った。
外 部よ り投与 され たチ トク ロムCの 生理活性 がその分解代謝産物 であるヘ ムペ プチ ドの有 す る
生理 活性 に基 く可能性が示唆 されたが,作 用機序 につ いての実験的証 明は得 られ ていない。 その
ための一 つのてがか りとして,CHPの 投与 され た動物 にお いて細胞 の壊死 が抑止 され て い た と
い う組 織学的観察 を重視 して,細 胞 の膜 崩壊 に関連す る生理現象 の中で 脂肪 酸の自動 酸化 とヘ ム
ペプチ ドの関係を検討 し.た。invitroの実験 においてヘ ムペ プチ ドは不飽和脂肪 酸 リノ レ ン酸
の リポキ シデース によ る過 酸化物形成 に抑制 的に作用 し,ビ タ.ミンE,α 一ナ フ トール等 の ア ン
チオキシダ ン トよ りも強力で あ った。又,一 たん形成 され た リノ レン酸過 酸化物 に対 して もOHP
の他 ヘムを有 す る化合 物は分解促進 作用 が認あ られた。一方,invlvoの 実験で は ラッ トの溝
血性 貧血 によるHemichypoxiaで肝臓 中に過酸化物形成 が上昇 して くることをチオバ ル ツワー
ル 酸法 による測定 で確認 し,CHP1呪9/kg連 続投与群 では この上昇 が抑制 されて いることが認
め られ た。
以上,従 来 研究 が重ね られて きたチ トクロムCに ついて,別 の観点よ りその生 理活性 を検討 し,
生体物質 より発展 しては じめて一種の酵素モデル とも考 え られ るヘムオ クタペプチ ドによ り酸素
不足状態の環境条件 にお ける生 物の組織細胞壊死 抑止効果 を見出 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 研究 はチ トクロムGお よびヘムペ プチ ドの 医薬 としての有効性 と安全性への展望を得 るべ く
それ らの活性を免疫化学的 な らびに生理化学的側面か ら検 討 したもの であ る。
まず,2種 の酵母菌か ら得た一 次構造 の類 似す るチ トクロムCと ウマ心筋 のチ トクロムGの 免
疫化学的交叉反応性 について検討を加えた。 その結果交叉 反応性の有無 は一 次構造 上の相違 と関
係づ け られ ることが明 らか とな り,ま た抗原決定部位 はチ トクロムCの ヘ ム部分 より離れ た周 辺
部 にあ り,し か もそれ は特定の ア ミノ酸残基 に限定 され るものでは な く三 次元構造 の関与す るこ
とが示唆 された。
つ ぎに投与 されたチ トクロムCの 生体内 における作用発 現の機作を知 るためチ トクロムCと そ
れが生体内で分解 して生成が予測 され るヘムペプチ ドをモデル として生 理活性を検討 した。その
ためそれに先 立 ってhypoxiaの病態を正確 に実験動 物 に再現す る方法を吟味 した。 すなわ ち渾
血性貧血 にもとつ くhemichypoxiaと減圧状態によ るanoxhypoxiaをつ くり,こ れ らの病態
モデルか らの回復の程 度を定量的 に解析 した。その結果ヘ ムペプチ ドはチ トクロムCと 同程度の
生 理活性を示す ことが認あ られた。 また,dl一イソプ ロテ レノールの大量 投与 によ ってお こさせ
た ラッ ト心筋の局所的hypoxiaにおい ても心筋 組織壊死 の指標 とされ る血 中 トランスア ミナ ーゼ
活性 の上昇が抑制 され ることを確認 した。 .f
これ らの事 実か らチ 杢クロムCの 生理活性 はヘムを含む ペプチ ドの活性 に帰せ られる ことが判
明 したがヘムオクタペ プチ ドの臨床応用への可能性 をみ るたあ吸収,代 謝,排 泄 について検討 し
た。35Sおよび3H標 識のヘムオ クタペプチ ドを ラッ トに投与 した ところ代謝 の進行は 比 較 的 遅
く脳 内に も十 分到達す ることが確認 されたが同時にマウス につ いて行な った全身オー トラジオグ
ラフィー もほぼ同様 の結果 を示 した。
つ いでオクタヘムペプチ ドの作用機構解 明へ の手 がか りとして細胞膜 崩壊 に関連を もつ不飽 和
脂 肪酸の酸化 に対す る作用を検討 した結果 脂肪 酸の過 酸化物生成を抑制す るとともに過酸化物の
分解 にも寄与 していることが確 認された。 さ らに肝 における脂質過 酸化物生成 が上昇す る汚 血性
貧血 ラッ トにオクタヘ ムペ プチ ドを投与 した ときそれを抑 制す る傾 向が認め られた。
以上 のごと く本論文 はチ トクロムCの 免疫 化学的 性質 を明 らかにす るとともにヘムオ クタペプ
チ ドがhypoxiaの病態 におい て組 織細 胞の崩壊 を抑制す る効果を有 し,そ の機作が脂質過 酸 化
物 の生成 阻止 にもとつ くことを 示す な どチ トク ロムCの 生 理活性 に興 味あ る知見 を加えた もので
そ の内容 は学位を授与 する に十 分値す る もの と認め る。
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